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ResumenEste  trabajo  analiza  las  proteínas  séricas  de  bovinos  procedentes  de  un  rodeo  con  paratuberculosis  endémica, enfermedad infecciosa asociada a diarrea, pérdida de estado corporal, caquexia y muerte. Se comparan los resultados obtenidos a partir de un grupo de animales positivos a tres pruebas diagnósticas de paratuberculosis con otro grupo negativo.  Las  pruebas  utilizadas  para  formar  los  grupos  fueron  el  cultivo mico­bacteriológico  de materia  fecal,  la inoculación  intradérmica  con  tuberculina  aviar  y  un  ELISA  indirecto  para  detección  de  anticuerpos  en  suero.  La concentración  de  las  proteínas  séricas  y  sus  fracciones  se  analizaron  mediante  colorimetría  y  electroforesis.  Los intervalos de  credibilidad bayesianos  fueron  estadísticamente diferentes  entre  los  grupos positivo  y negativo  a  las pruebas  diagnósticas,  con  menores  concentraciones  de  albúmina  y  mayor  concentración  de  gammaglobulina.  La relación albúmina/globulina también presentó diferencias significativas, con disminución de la relación en el grupo positivo. Las fracciones proteicas alfa y beta no presentaron diferencias. La disminución de albúmina en el grupo de animales positivos justifica la reducción de la eficiencia productiva y enfatiza la conveniencia de segregarlos animales positivos, no solo por las pérdidas económicas asociada a la enfermedad, sino también como una medida de control para evitar la difusión de la misma.
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La  paratuberculosis  (PTB)  bovina  es  una enfermedad  infectocontagiosa  producida  por  la micobacteria  Mycobacterium  avium  subsp. paratuberculosis  (Map)  (Over  et  al.,  2011).  Los animales  afectados  presentan  ileocolitis  granulo­matosa  de  curso  crónico.  Los  signos  clínicos más prominentes  en  los  bovinos  consisten  en  diarrea progresiva,  pérdida  de  peso  y  producción  láctea, emaciación y muerte (Whitlock & Buergelt, 1996). La  mayoría  de  los  animales  se  infecta  en  los primeros  meses  de  vida,  siendo  el  período  de incubación de la enfermedad de 2 a 8 años (Koets et al., 2015). Los terneros se infectan vía fecal­oral, al  tomar  contacto  con  los  animales  enfermos,  los cuales  pueden  eliminar  la  micobacteria  por  la materia  fecal,  la  leche  o  el  calostro,  incluso  antes de  presentar  signos  clínicos  (Mortier  et  al.,  2015; Sweeney, 1996). La forma de controlar la enferme­dad  se  basa  en  el  diagnóstico  y  la  segregación  de los  animales  positivos  y  en  la  implementación  de medidas de manejo tendientes a evitar la infección de  los animales  jóvenes (Gautam et al., 2018). No se  conocen  tratamientos  efectivos  y  las  vacunas pueden  interferir  en  el  diagnóstico  de  la  tubercu­losis  (Park  &  Yoo,  2016),  siendo  esta  última  la razón  por  la  que  no  están  permitidas,  por  el momento, en la Argentina. Los  cambios  en  las  proteínas  séricas pueden indicar procesos patológicos no específicos que afecten hígado, riñón y tracto gastrointestinal. Las  proteínas  séricas  se  han  utilizado  como  bio­marcadores en diversas  enfermedades,  tales  como bronconeumonías, metritis, mastitis  y  pericarditis traumáticas,  entre otras. Entre  las  fracciones pro­teicas  analizadas  se  encuentran  la  albúmina,  la gammaglobulina  y  las  proteínas  de  fase  aguda (Tothova et al., 2016). En la PTB bovina, a conse­cuencia de  la enteropatía generada, se produce un síndrome  de  malabsorción  y  mala  digestión (Sweeney,  2011)  con  alteraciones  cuantitativas  en las proteínas séricas (Donat et al., 2014; You et al., 2012).  El  objetivo  del  presente  trabajo  fue demostrar  si  existen  diferencias  en  la  concentra­ción  de  proteínas  y  sus  fracciones  proteicas analizadas  mediante  electroforesis  en  acetato  de celulosa, entre animales positivos y negativos a las pruebas diagnósticas de PTB bovina.
Materiales y métodos
Se  analizaron  16  muestras  de  suero seleccionadas de 127 animales pertenecientes a un establecimiento  ubicado  en  el  partido  de  Magda­lena,  provincia  de  Buenos  Aires,  con  PTB  bovina endémica. En el mismo, se está implementando un plan de  control,  consistente  en  el  sangrado perió­dico  para  la  realización  de  un ELISA  indirecto,  la prueba tuberculínica anocaudal con PPD aviar y el aislamiento  de  Map.  El  lote  original  estaba 
compuesto por cinco toros y 122 hembras bovinas Aberdeen Angus adultas, preñadas, con cría al pie, alimentados  en  pasturas  naturales  e  implantadas. El  plan  sanitario  está  basado  en  vacunaciones anuales  para  fiebre  aftosa,  carbunclo,  canbunclo sintomático  y  brucelosis;  se  complementa  con desparasitaciones,  tratamientos  para  la  querato­conjuntivitis  y  suplementación  con  cobre,  de acuerdo  con  el  criterio  del  profesional  veterinario sanitarista.  La  reposición  del  rodeo  proviene  del propio  establecimiento  y  de  reproductores  adqui­ridos en remates de cabañas.A  partir  del  suero  de  los  127  animales  se realizó  un  ELISA  indirecto,  de  acuerdo  con  lo publicado previamente por Costanzo et al.  (2012). Brevemente,  se  utilizó  como  antígeno  un  lisado completo de Mycobacterium avium  subsp. avium cepa D4ER cultivado en caldo glicerinado durante un período de 2 meses. El soma bacteriano filtrado se  inactivó  mediante  irradiación  gamma  a  una dosis  de  20  unidades  Gray.  La  lisis  del  soma bacteriano  inactivado  se  realizó  en  un  disruptor celular  (Constant  Systeminc®,  Inglaterra)  a  una presión de 40 Kpsi  (1000  lb/in2). Posteriormente, el  lisado  se  centrifugó  a  10.000  g  durante  20 minutos  y  el  sobrenadante  se  utilizó  como  antí­geno lisado completo. Cada uno de los 96 pocillos de  las microplacas  de  ELISA  (Microlon®, Greiner bio­one, Kremsmünster, Austria) se sensibilizó con 100  μl  del  antígeno  diluido  1/480  en  solución tamponada  de  carbonatos  a  pH  9,  durante  12 horas a 4 °C. Las placas sensibilizadas se lavaron 3 veces con una solución tamponada de fosfatos con 0,05 % de Tween20 a pH 7,2 (solución tamponada ELISA)  y  se  incubaron  con  100  μl  de  los  sueros problema  y  control  diluidos  1/160  en  solución tamponada ELISA durante 30 minutos a tempera­tura  ambiente.  Después  de  3  lavados  con  esta solución,  se  incubaron  con  100  μl  de  conjugado anti  IgG  bovina­peroxidasa  (Sigma­Aldrich®, Darmstadt, Alemania) a una dilución de 1/5000 en solución  tamponada ELISA durante 30 minutos a temperatura  ambiente.  Por último  se  realizaron 3 lavados  y  se  agregaron  100  µl  de  la  solución  de revelado  compuesta  por  1  mg/ml  de  ABTS  (­2,2 azino­di­[3­ethyl­benzothiazoline­6­sulphonic  a­cid],  Sigma­Aldrich,  St  Louis,  MO,  USA)  en solución  tamponada  de  citrato  a  pH  5  y  con  el agregado  de    peróxido  de  hidrógeno  al  3  %. Transcurridos 30 minutos,  se  realizó  la  lectura en un  espectrofotómetro  (Labsystem,  Multiskan plus®,  Helsinki,  Finlandia)  con  un  filtro  de  405 nm.  Se  consideraron  positivos  los  sueros  con  un valor  igual  o  superior  a  70%  con  respecto  al control positivo.Para la prueba tuberculínica se inoculó en forma  intradérmica,  en  el  pliegue  anocaudal interno, 0,1 ml de PPD aviar en una concentración de 0,5 mg/ml (Ceva Salud Animal®, Buenos Aires, Argentina), utilizando una jeringa semiautomática (McLintock Bar Knigth®, Glasgow, Reino Unido); transcurridas  las  72  horas,  se  realizó  la  lectura midiendo la diferencia en mm del pliegue cutáneo 
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inoculado  con  respecto  al  opuesto,  utilizando  un calibre  de  metal,  la  metodología  previamente descripta  de  aplicación  de  la  tuberculina  y  de  la lectura  sigue  las  normativas  de  la  Resolución  de tuberculosis  128/2012  de  SENASA  (SENASA, 2012). En paratuberculosis, para definir a  los ani­males reactantes a la tuberculina aviar al momento de  la  lectura,  se  consideraron  a  quienes presenta­ron alguna diferencia  en  el pliegue  cutáneo  según lo sugerido por Alvarado Pinedo (2015).Para  el  aislamiento  de  Map  en  materia fecal se recolectaron muestras de los 127 animales. Se  colocaron 2 gramos de  cada muestra  en 30 ml de agua destilada estéril en tubos de polipropileno de  50 ml  con  tapa  a  rosca,  y  se  agitó  durante  30 segundos para disgregar el material. Transcurridos 30  minutos  de  reposo  en  posición  vertical  para permitir  el  sedimento  del  material  fibroso,  se transfirieron 5 ml del sobrenadante a otro tubo de polipropileno  conteniendo  25 ml  de  una  solución al  0,9 %  de  cloruro  de  hexadecilpiridinio  (Sigma­Aldrich®  Darmstadt,  Alemania).  Las  muestras  se incubaron  durante  12  horas  a  37  °C.  Posterior­mente, se centrifugaron a 900 g durante 30 minu­tos,  se descartó el  sobrenadante y al  sedimento se agregó  1 ml de una  solución  compuesta por  caldo infusión  cerebro  corazón  diluido  al  50  %,  con  el agregado  de  vancomicina  100  mg/ml,  ácido nalidíxico  100 mg/ml  y nistatina 200 mg/ml. Las muestras  se  incubaron  durante  24  horas  a  37  °C. Por  último,  se  transfirieron  100  μl  a  un  tubo  de vidrio  con  tapa  a  rosca  conteniendo  4  ml  de  un medio de cultivo líquido con micobactina J (Allied Monitor  Inc®, Missouri,  Estados  Unidos)  a  razón de  1  mg/l  del  medio  de  cultivo  (Stabel,  1997; Whittington et al., 2013). Las muestras se incuba­ron  durante  2 meses,  con  tinciones  periódicas  de los  medios  de  cultivo  líquido,  con  el  método  de Ziehl Neelsen para la observación de bacilos ácido alcohol resistentes, compatibles con Map.De  acuerdo  con  los  resultados  obtenidos en  las  pruebas  diagnósticas  de  PTB  bovina  de  los 127 bovinos estudiados, se seleccionaron 16 anima­les divididos en un grupo positivo y otro negativo, para  realizar  la  determinación  en  suero  de proteínas  mediante  colorimetría  y  electroforesis (Tabla 1). 
Tabla  1.  Criterios  de  selección  de  los  16  animales  analizados 
para la determinación de proteínas séricas.
*Los  reactantes  a  la  PPD  aviar  presentaron  diferencias  de 
tamaño de 2 a 6 mm, en el engrosamiento del pliegue cutáneo 
(Alvarado Pinedo, 2015).
La  determinación  de  proteínas  totales  y albúmina  se  realizó  mediante  colorimetría  utili­zando  el  kit  comercial  Proti2®  (Wiener Laboratorios  S.A.I.C.,  Rosario,  Argentina),  de acuerdo con las instrucciones del fabricante.La electroforesis se realizó sobre cintas de cellogel  (2,5x17  cm,  250  μm),  sembrándose  las muestras  con  aplicador  semimicro  (Chemar®, Capital  Federal,  Argentina).  Las  cintas  se  coloca­ron  en  una  cubeta  de  electroforesis  (Labnet International®, Taiwan) a 35 mA y 200 V en buffer borato–acetato,  pH  8,6  (Biopur®  S.R.L.,  Rosario, Argentina)  (Heer  &  Margni,  1971).  Finalizada  la corrida,  las  cintas  se  colorearon  con Amido Black 10B,  se  decoloraron  con  una  solución  de  agua destilada, ácido acético y metanol 79:79:8,5 ml, se cortaron  las  distintas  fracciones  y  se  realizó  su elusión.  Luego,  se  calcularon  los  valores  de  las fracciones,  relacionándolas  con  el  valor  de  las proteínas totales.El  análisis  estadístico  entre  los  grupos  se realizó usando el software R versión 3.2.3 (R Core Team,  2015)  con  el  paquete  BEST  (Kruschke, 2013),  una  versión  bayesiana  de  la  prueba  de  T, analizando la distribución posterior de las medias, tomando como diferencias significativas al interva­lo de credibilidad bayesiano (ICB) que no contiene al cero. 
Resultados
Las  proteínas  totales  en  los  sueros  del grupo negativo al aislamiento de Map presentaron una media de 7,7 g% con un ICB de 6,8 a 8,5 g%. El  grupo positivo  al  aislamiento de Map  presentó valores de 8 g% con ICB de 7,2 a 8,7 g%, con una diferencia entre  los sueros de 0,3 g% y un ICB de ­0,8  a  1,5  g%;  dado  que  el  intervalo  contiene  al cero,  las  diferencias  se  consideran  como  no significativas.La albúmina en el grupo negativo presentó valores  de  5  g%.  En  el  grupo  positivo  los  valores disminuyeron  a  2,8  g%  con  ICB  de  2,6  a  2,9  g%, con  una  diferencia  significativa  de  ­2,2  g%  y  un ICB de ­2,6 a ­2,8 g%.La gammaglobulina en el grupo de sueros procedentes de animales con pruebas diagnósticas negativas, presentaron una media de 1,3 g%. En el grupo  de  animales  positivos  la media  se  ubicó  en 3,7  g%,  con un  aumento  significativo de 2,4  g% y un  ICB  de  1,5  a  3,3  g%.  Estos  resultados  se presentan en la Tabla 2. La  relación  albúmina/globulina  en  el grupo negativo a las pruebas diagnósticas presentó una media de 2. En los sueros positivos la relación disminuyó a 0,5 con una diferencia significativa de ­1,5 con un ICB de ­2,1 a ­0,9 g%, como se muestra en la tabla 2 y en la figura 1, en las que se observa que el cero se encuentra fuera del ICB.Tanto  en  las  fracciones  proteicas  beta como  en  las  alfa,  no  se  encontraron  diferencias significativas entre los grupos (Tabla 2).
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 Discusión y conclusiones
Debido  al  carácter  crónico  de  la enfermedad,  el  diagnóstico  de  los  animales  con PTB  requiere  del  empleo  de  una  serie  de  pruebas diagnósticas  repetidas  a  intervalos  regulares (Meyer et al., 2019). La prueba más utilizada para detectar  la respuesta  inmune humoral representa­da por los anticuerpos es el ELISA. La mayoría de los animales positivos a esta prueba son asintomá­ticos  (Collins  et  al.,  2005).  Sin  embargo,  los resultados  obtenidos  demuestran  que  los  sueros analizados mediante  electroforesis presentan dife­rencias en la composición de las proteínas séricas, con una franca disminución de 2 g% en la fracción de  la  albúmina  en  los  animales  que  tienen anticuerpos contra Map con respecto a  los que no los  tienen.  La  disminución  en  la  albúmina  sérica representa probables consecuencias negativas en el desempeño  productivo  de  los  animales  afectados, como  lo  demuestra  el  edema  submandibular  que suele acompañar a los animales enfermos, a causa de una disminución en la presión oncótica genera­da por la hipoalbuminemia (Nielsen & Toft, 2008; Whittington  et  al.,  2017).  En  la  fracción  de  las inmunoglobulinas  la  diferencia  es  de  2,4  g%  a favor de  los animales con anticuerpos contra Map a  causa  de  la  respuesta  inmune  de  tipo  humoral. Esta diferencia en  los niveles de  la albúmina y  las inmunoglobulinas  altera  la  relación  albúmina/globulina,  generando  una  disminución  significa­tiva  de  ­1,5.  Esta  proporción  resulta  de  particular interés,  ya  que  su  variación  es  indicativa  de disproteinemia;  los valores normales  se ubican en un rango de 0,70­ 0,83 (Kaneko et al., 1997; Nagy et  al.,  2015).  En  nuestro  estudio,  la  relación albúmina/globulina  en  los  animales  negativos  a PTB  bovina  resultó mayor  a  los  valores  normales de  referencia. Esto pudo deberse a diversos  facto­res  tales  como  estado  general,  nutrición,  edad, sexo  o  diferencias  metodológicas  de  las  pruebas utilizadas.  La  PTB  bovina  es  causa  de  severas lesiones  en  el  íleon  y  en  el  colon,  causando  un síndrome de malabsorción,  con disminución de  la producción láctea y la ganancia de peso (Sweeney, 
2011).  En  las  enfermedades  que  afectan  al  tracto gastrointestinal,  como  la  PTB  bovina,  la  relación albúmina/globulina  se  encuentra  alterada  por  la deficiencia  en  la  albúmina  y  la  respuesta  inmune humoral crónica con producción de inmunoglobu­linas (Kaneko et al., 2008).
Figura 1. Representación gráfica de  la diferencia de medias en 
la  relación  albúmina/globulina  entre  el  grupo  de  animales 
positivos  y  negativos  a  las  pruebas  diagnósticas  de 
paratuberculosis.  La barra horizontal negra  representa  el  95% 
HDI  (Highest  Density  Intervals)  con  sus  intervalos  de 
credibilidad  bayesiano  (ICB)  95%  (­2,15,  ­0,894),  el  ICB  no 
contiene al cero; µ1: media del grupo 1 (positivos a las pruebas 
diagnósticas),  µ2: media  del  grupo  2  (negativos  a  las  pruebas 
diagnósticas).  El  100%  de  los  valores  se  encuentran  a  la 
izquierda del  cero,  demostrando una disminución  significativa 
en la relación albúmina/globulina.  
Cuando se analizaron las proteínas totales, no  se  encontraron  diferencias  debido  a  que  la disminución  de  la  albúmina  fue  compensada  con el  aumento  de  la  gammaglobulina;  las  fracciones alfa  y  beta  globulinas  no  presentaron  diferencias con los métodos empleados. Los resultados obteni­
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dos  en  este  estudio  aportan  información  original sobre  los  niveles  cuantitativos  de  las  proteínas séricas en los bovinos con PTB, permitiendo corre­lacionarlos  con  los  distintos  estadios  de  esta enfermedad  y  con  los  resultados  de  las  pruebas diagnósticas utilizadas. En  este  estudio,  los  animales  expuestos  a la  infección con Map, detectados mediante ELISA y, en 6 de ellos  también mediante  la  reacción a  la tuberculina,  además  fueron  eliminadores  del agente  infeccioso  en  las  heces,  tal  como  lo demuestran los aislamientos a partir de la materia fecal.  La  presencia  de  bovinos  adultos  infectados eliminadores  de micobacterias,  ponen  en  riesgo  a los  animales  jóvenes,  la  categoría más  susceptible a  la  infección.  Los  programas  de  control  de  la enfermedad  se  basan  en  el  diagnóstico  y  la segregación  de  los  animales  positivos  (Roussel, 2011).  Si  los  animales positivos no  se  excluyen de los establecimientos rurales, se prolonga el tiempo de  los programas de control, con  las consecuentes pérdidas  productivas,  los  costos  derivados  de  las pruebas  diagnósticas  y  la  infección  de  nuevos individuos (Shrestha et al., 2018). La detección de animales  enfermos  en  los  diferentes  estadios requiere de la realización e interpretación de varias pruebas  diagnósticas.  Las  pruebas  que  se  utilizan en forma rutinaria en Argentina son el ELISA y la tuberculina  aviar  por  las  ventajas  operativas  que presentan,  entre  las  que  se  puede  mencionar  el costo  y,  para  el  caso del ELISA,  la  fácil  obtención de  las  muestras  (Costanzo  et  al.,  2012).  Los resultados obtenidos demuestran que los animales detectados mediante estas técnicas, en su mayoría se  encuentran  eliminando  el  agente  causal  y presentan alteraciones en sus proteínas séricas,  lo que  probablemente  afecte  en  forma  negativa  la producción,  justificando  la  segregación  de  los animales positivos.
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